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［摘要］　目的：研究超声波提取法提取蓝莓中花青素类成分的工艺方法。方法：采用正交试验，选用 Ｌ９（３
４）

正交表考察超声波提取法提取时，提取液的甲醇比例、提取液的盐酸含量、提取时间和料液比对蓝莓中花青素类成

分提取率的影响。花青素的总含量用ＨＰＬＣ法测定。结果：超声波提取法提取花青素类成分影响因素的大小顺序为
盐酸含量＞甲醇比例＞提取时间＞料液比，最佳提取工艺条件为提取液８０％甲醇水溶液，提取液含盐酸０２％，料
液比１∶２５（ｇ∶ｍＬ），提取时间５０ｍｉｎ。结论：采用优化的工艺条件稳定可行，蓝莓中花青素类成分的含量为５１２ｍｇ·ｇ－１。
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蓝莓，又名蓝浆果、越橘，为杜鹃花科（Ｅｒｉ
ｃａｃｅａｅ）越橘属 Ｖａｃｃｉｎｉｕｍ多年生灌木果树。蓝莓果
实风味独特，除富含维生素、蛋白质和矿物质等常

规营养成分以外，还富含花青素，并且种类丰富。

花青素又称花色素，是一类水溶性黄酮类化合物，

广泛存在于被子植物中［１２］。花青素作为一种天然食

用色素，具有较好的营养及药理作用。目前研究表

明，蓝莓中花青素类成分具有抗糖尿病作用［３４］、抗

肿瘤作用［５６］及保护心血管作用［７］等，因此未来

在医药应用方面，蓝莓花青素将具有很大的发展

前景。

花青素类成分常见的提取方法有溶剂浸提法、

微波辅助提取法、超声波辅助提取法等，超声波法

作为一种简便快捷的提取方法，已广泛应用于提取

实验［８９］。本文采用超声波提取法，通过正交试

验优化蓝莓中花青素的提取工艺，预期为从蓝莓

果实中获得较高含量的花青素类成分提供方法

参考。

·２１０１·
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１　仪器与试药

１１仪器

高效液相色谱仪 ［Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０，ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘ
ＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢＣ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），美国安
捷伦科技公司］；超声波清洗机（ＳＢ５２００ＤＴＤ，宁波
新芝生物科技股份有限公司）；旋转蒸发仪（ＥＹＥＬＡ
Ｎ１１００，上海爱朗仪器有限公司）；低温冷却液循环
泵（ＤＬＳＢ５／２０，郑州长城科工贸有限公司）；电子
天平 ［ＭＥ２０４／０２，梅特勒托利多仪器（上海）有限
公司］。

１２试药

矢车菊素３Ｏ葡萄糖苷 （Ｃｙｇｌｃ）（北京恒元启
天化工技术研究院）；甲醇（色谱纯，美国ＴＥＤＩＡ公
司）；纯净水（杭州娃哈哈集团有限公司）；甲醇、

丙酮、甲酸、盐酸（分析纯，天津科密欧化学试剂有

限公司）；无水乙醇（分析纯，天津市大茂化学试剂

厂）；蒸馏水为双蒸水。

蓝莓果实（北陆）采自辽宁省大连市亮甲店镇蓝

莓种植基地，４℃保存。

２　方法和结果

２１总花青素含量的测定

总花青素含量的测定采用高效液相色谱法

（ＨＰＬＣ）。色谱条件为流速：０８ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：
３５℃；检测波长：５２０ｎｍ；进样量：１０μＬ；流动
相：Ａ相为 ６％甲酸水，Ｂ相为甲醇。洗脱条件：
０ｍｉｎ：１０％Ｂ；３０ｍｉｎ：２５％Ｂ；４０ｍｉｎ：４５％Ｂ。

以矢车菊素３Ｏ葡萄糖苷（见图１中色谱峰１）
为对照品，花青素总量以矢车菊素３Ｏ葡萄糖苷的
含量表示。按标准曲线计算总花青素浓度［１０］。花青

素总量计算式：

Ｚ总 ＝Ｃ总 ×ｄ／Ｗ （１）
式中：Ｚ为花青素总含量（ｍｇ·ｇ－１）；Ｃ为花青

素总浓度（ｍｇ·ｍＬ－１）；ｄ为花青素提取液总体积
（ｍＬ）；Ｗ为蓝莓样品质量（ｇ）。

２２提取方法的确定

本实验首先选用超声法及回流法两种提取方法，

通过对比提取物在 ＨＰＬＣ中的图谱特征，比较两种
提取方法的优劣。

超声提取法的提取条件：准确称取２ｇ干燥至
恒重的蓝莓果于２５０ｍＬ锥形瓶中，按照料液比１∶１０

加入２０ｍＬ含０２％盐酸的甲醇，４０℃、３００Ｗ下
超声提取３０ｍｉｎ，抽滤，滤渣以上述操作重复提取
一次，合并两次滤液。将上述滤液在４０℃下于旋转
蒸发仪真空浓缩，用甲醇定容至 １０ｍＬ容量瓶中，
得样品溶液，经０４５μｍ微孔滤膜过滤，进样１０μＬ
进行ＨＰＬＣ分析。色谱图见图１Ａ。

回流法的提取条件：准确称取２ｇ干燥至恒重
的蓝莓果于 ２５０ｍＬ圆底烧瓶中，加入 ２０ｍＬ含
０２％盐酸的甲醇，７０℃下回流提取３０ｍｉｎ，抽滤，
滤渣以上述操作重复提取一次，合并两次滤液，冷

却至室温。将上述滤液在４０℃于旋转蒸发仪真空浓
缩，用甲醇定容至 １０ｍＬ容量瓶中，得样品溶液，
经０４５μｍ微孔滤膜过滤，进样１０μＬ进行 ＨＰＬＣ
分析。色谱图见图１Ｂ。
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注：Ａ超声法；Ｂ回流法；峰１为矢车菊素３Ｏ葡萄糖苷。

图１　超声法和回流法得到蓝莓提取物的色谱图

对比图１Ａ和图１Ｂ可知，尽管两者提取出的花
青素种类差别不大，但超声法提取时，得到的花青

素类化合物的峰面积要明显大于回流法，进一步计

算其含量，超声法提取时得到的总花青素含量为

４２６ｍｇ·ｇ－１，回流法提取时得到的总花青素含量为
１５８ｍｇ·ｇ－１，因此超声法比较适合提取蓝莓花青素
类化合物。

２３提取溶剂的选择

准确称取２ｇ干燥至恒重的蓝莓果于２５０ｍＬ锥
形瓶中，分别按照料液比１∶１０加入２０ｍＬ含０２％
盐酸的甲醇、无水乙醇、蒸馏水、丙酮，４０℃、
３００Ｗ下超声提取３０ｍｉｎ，抽滤，滤渣以上述操作
重复提取一次，合并两次滤液。将上述滤液在４０℃
于旋转蒸发仪真空浓缩，用甲醇定容至１０ｍＬ容量
瓶中，得样品溶液，经０４５μｍ微孔滤膜过滤，进
样１０μＬ进行ＨＰＬＣ分析。结果见图２。

·３１０１·
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图２　不同提取溶剂对蓝莓花青素提取含量的影响

２４提取次数的选择

准确称取２ｇ干燥至恒重的蓝莓果于２５０ｍＬ锥
形瓶中，按照料液比１∶１０加入２０ｍＬ含０２％盐酸
的甲醇，４０℃、３００Ｗ下超声提取３０ｍｉｎ，抽滤，
得滤液。分别以上述操作提取１次、２次及３次，合
并滤液。将上述滤液在４０℃于旋转蒸发仪真空浓
缩，用甲醇定容至 １０ｍＬ容量瓶中，所得溶液经
０４５μｍ微孔滤膜过滤，进样 １０μＬ进行 ＨＰＬＣ
分析。

根据测定的结果，提取１次即可提取出绝大部
分花青素（４８６ｍｇ·ｇ－１），提取２次基本提取完全
（５０６ｍｇ·ｇ－１），提取３次，花青素总量与２次时基
本相同，因此，综合考量时间、成本、效果等多方

面因素，本实验选择超声波提取次数为２次。

２５单因素试验

本实验分别考察了提取液浓度、提取液酸度、

提取时间、料液比这４种因素在超声波提取时对花
青素提取量的影响。

２５１提取液浓度的影响　选甲醇为提取溶剂，甲
醇浓度依次为 １００％、９５％、９０％、８５％、８０％、
７５％、７０％、６５％、６０％。结果见图３。

图３　提取液中甲醇浓度对蓝莓花青素提取含量的影响

由图３可知，花青素总提取含量随着甲醇浓度
的减小先减小后增大再减小，当甲醇浓度为８０％时

达到最大值，最终选择甲醇浓度是 ８０％作为最佳
条件。

２５２提取液盐酸含量的影响　提取液中盐酸的含
量依次为０、０１％、０２％、０３％、０４％、０５％、
０６％、０７％、０８％。结果见图４。

图４　提取液中盐酸含量对蓝莓花青素提取含量的影响

由图４可知，随着盐酸浓度的增大，花青素的
提取率基本呈现先增大后减小的趋势，在盐酸含量

为０２％时总含量达到最大值，随后花青素提取率开
始下降，分析原因可能是酸度过大，破坏花青素自

身结构导致，因此选择提取液中盐酸的最佳浓度

为０２％。
２５３提取时间的影响　提取时间分别选择２０、２５、
３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０ｍｉｎ。结果见图５。

图５　不同提取时间对蓝莓花青素提取含量的影响

由图５可知，随着超声时间的延长，花青素总
量呈现先增大后减小的趋势，在４５ｍｉｎ时为最大得
率，随后开始下降。原因可能为超声时间过长，超

声波的剪切作用导致花青素结构遭到破坏［１１］。因

此，超声波条件下提取的最佳时间为４５ｍｉｎ。
２５４料液比的影响　本实验所考察的料液比分别
为１∶５、１∶１０、１∶１５、１∶２０、１∶２５、１∶３０、１∶３５及１∶４５。
结果见图６。

由图６可知，当料液比为较小值１∶５时，花青
素提取率较低，当料液比增大到１∶２０时，提取率达
到最高，之后随着料液比继续增加，提取率有所降

低。这可能是由于液料比越大，植物细胞内外的浓

·４１０１·
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图６　料液比对花青素提取含量的影响

度差越大，传质推动力也就越大，有效成分扩散到

细胞外的速度越大，越有利于花青素的析出，所

以随着料液比的增大，提取率开始是增大的。而

当溶剂太多时，辐射出的超声波被溶剂大量吸

收，不能被蓝莓完全吸收，蓝莓的提取效果越来

越差。

２６正交试验

根据单因素试验的考察结果，对提取液甲醇浓

度（％）、盐酸含量（％）、超声时间（ｍｉｎ）、料液比
（ｇ∶ｍＬ）进行４个因素３个水平的正交试验设计，因
素水平设计见表１，正交试验结果见表２。

由表２可知，蓝莓超声提取最佳工艺组合为
Ａ２Ｂ２Ｃ３Ｄ３，即甲醇浓度为８０％，盐酸含量为０２％，
时间为５０ｍｉｎ，料液比１∶２５。结果与单因素试验有
所偏差，这是由于各因素之间有交互作用引起的。

由极差分析可知，超声提取时影响花青素含量因素

的主次顺序为 Ｂ＞Ａ＞Ｃ＞Ｄ，即盐酸含量的影响最
大，其余依次为甲醇浓度、时间，料液比的影响

最小。

２７验证试验

按最佳组合做平行实验，３次测量所测得蓝莓
中花青素含量为５１２ｍｇ·ｇ－１，高于正交试验中的
最高组合第５号实验结果５０６ｍｇ·ｇ－１，这说明实验
所确定的最佳提取工艺条件是可靠的。

２８总花青素含量测定的方法学考察

２８１标准曲线的制作　将花青素对照品矢车菊素
３Ｏ葡萄糖苷配制成不同浓度的标准溶液，按照２１
的色谱条件，测定各浓度标准溶液的峰面积，以浓

度为横坐标，峰面积为纵坐标，绘制标准曲线。得

到矢车菊素３Ｏ葡萄糖苷的线性关系方程：Ｙ＝
１９８４５Ｘ－１０３６６，相关系数ｒ为０９９９５，线性范围
为０００７５～０２１ｍｇ·ｍＬ－１。

表１　蓝莓花青素提取的正交试验因素水平表

水平

因素

甲醇浓度（％）
Ａ

盐酸浓度（％）
Ｂ

时间／ｍｉｎ
Ｃ

料液比／ｇ·ｍＬ－１
Ｄ

１ ８５ ０１ ４０ １∶１５

２ ８０ ０２ ４５ １∶２０

３ ７５ ０３ ５０ １∶２５

表２　蓝莓花青素提取的正交试验结果

实验号
因素

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ
实验方案 实验结果

１ １ １ １ １ Ａ１Ｂ１Ｃ１Ｄ１ ３７０

２ １ ２ ２ ２ Ａ１Ｂ２Ｃ２Ｄ２ ４３８

３ １ ３ ３ ３ Ａ１Ｂ３Ｃ３Ｄ３ ４１８

４ ２ １ ２ ３ Ａ２Ｂ１Ｃ２Ｄ３ ４４０

５ ２ ２ ３ １ Ａ２Ｂ２Ｃ３Ｄ１ ５０６

６ ２ ３ １ ２ Ａ２Ｂ３Ｃ１Ｄ２ ４４４

７ ３ １ ３ ２ Ａ３Ｂ１Ｃ３Ｄ２ ３９８

８ ３ ２ １ ３ Ａ３Ｂ２Ｃ１Ｄ３ ４３８

９ ３ ３ ２ １ Ａ３Ｂ３Ｃ２Ｄ１ ３８２

Ｋ１ １２２６ １２０７ １２５２ １２５８

Ｋ２ １３９０ １３８２ １２６１ １２８１

Ｋ３ １２１９ １２４５ １３２１ １２９６

ｋ１ ４０９ ４０２ ４１７ ４１９

ｋ２ ４６３ ４６１ ４２０ ４２７

ｋ３ ４０６ ４１５ ４４０ ４３２

Ｒ ０５７ ０５８ ０２３ ０１３

主次顺序 Ｂ＞Ａ＞Ｃ＞Ｄ

优水平 Ａ２ Ｂ２ Ｃ３ Ｄ３

优组合 Ａ２Ｂ２Ｃ３Ｄ３

２８２检出限和定量限　将所配制的标准溶液按照
２１中的色谱条件进样１０μＬ，调整进样浓度至信噪
比分别为３和１０，其相应浓度即为所求，最终测得
检出限为０３０μｇ·ｍＬ－１，定量限为０７５μｇ·ｍＬ－１。
２８３精密度　精确移取花青素对照品溶液，按照
２１中的色谱条件重复进样５次，计算峰面积值的相
对标准偏差。结果其ＲＳＤ值为０９１％，表明该方法
精密度较高。

２８４稳定性　取同一个蓝莓样品溶液，按照２１中
的色谱条件每隔 ２ｈ进样一次，同一天内共进样
５次，计算日内精密度；每天进样一次，连续进样
５ｈ，计算日间精密度。结果表明，日内精密度试验
的ＲＳＤ值为 ０８５％，日间精密度试验的 ＲＳＤ值为
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１０２％，表明所测样品溶液的稳定性良好。
２８５准确度　分别取１ｍＬ已知浓度的蓝莓样品溶
液３份，分别加入１ｍＬ不同浓度的矢车菊素３Ｏ葡
萄糖苷对照品溶液，混合后按照２１中的色谱条件
进样３次，计算加样回收率，结果表明，平均回收
率为９９９７％，ＲＳＤ值为 １８１％，说明该方法准确
度较高。

３　结论

本实验选用４种溶剂对蓝莓果实总花青素进行
提取，筛选出最佳提取剂为甲醇，并通过单因素和

正交试验研究了甲醇提取液浓度、盐酸含量、提取

时间、料液比这４个因素对蓝莓花青素提取含量的
影响。在实验考察的 ４种因素中，影响主次顺序
为：盐酸含量 ＞甲醇提取液浓度 ＞时间 ＞料液比，
得到的最佳提取工艺条件为：甲醇浓度 ８０％、盐
酸含量０２％、提取时间５０ｍｉｎ、料液比１∶２５。此
工艺方法简单、成本较低、可操作性强，可以应用

于蓝莓花青素的工业提取，具有一定的开发和应用

前景。
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